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Resumen.

El municipio de Turbo ha presentado positividad en varios estudios a leptospirosis
e incluso casos mortales de la enfermedad, esta enfermedad zoonética de
transmision ambiental, presenta como su mayor hospedero reservorio los
roedores, quienes liberan la bacteria al ambiente a través de orina. Este estudio
confirma el importante rol que tienen estos animales y el ambiente por medio de
aguas superficiales en la posible transmision de la enfermedad a los humanos. Se
evalué positividad serologica por la prueba de microaglutinacion (MAT) vy
molecular por secuencia del gen 16S (rrs) en los habitantes, roedores y fuentes
hidricas de la zona. Se obtuvo positividad para MAT en 4% (11/254) de la
poblaciébn y en roedores un 77% (50/65), tanto humanos como roedores
presentaron positividad en serogrupos pertenecientes a L. interrogans serogrupos
Icterohaemorrhagie y Australis y para L. borgpetersenni serovar Tarassovii. Con
titulos entre 1:200 y 1:400. Este ultimo titulo fue el méas frecuente para la
serovariedad Icterohaemorragiae. Se obtuvieron 2 aislados de roedores
correspondientes a L.interrogans y 5 aislados de agua correspondientes a L.
meyeri (3), L. broomii (1), L.inadai (1). En su mayoria las especies de roedores
halladas fueron Rattus spp 88% (60/68) y Mus spp 12% (8/68). Se comprobd y
confirmo el papel de los roedores en la transmision y mantenimiento Leptospira
spp Yy se involucr6 a esta transmision la fuente de aguas superficiales,
comprobando el mantenimiento en estas de la bacteria de especies intermedias y
saprofitas Es posible concluir que en el municipio se presenta el circulo
epidemioldgico  roedores/leptospirosis/ambiente, con indicadores altos de su
presencia y la posibilidad de poseer otras fuentes de infeccion para humanos y
animales. Lo anterior justifica emprender otros estudios que permitan definir el
fendmeno epidemiolégico con mas exactitud en la zona y realizar una alerta para
emprender acciones como intervencion de aguas superficiales para eliminacién de
la bacteria, control eficaz de roedores y manejo consiente por parte de la
poblacién de factores que aumentan la proliferacién de roedores como basurales y
residuos en la zona.
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Introduccion

La leptospirosis es una enfermedad zoonotica de transmision ambiental, causada
por las especies patdgenas del género Leptospira (1,2). La espiroqueta se
establece en el rifibn de hospederos que presentan diferentes niveles de
adaptacion; en estos niveles se encuentran los hospederos susceptibles como son
los humanos, los de adaptacion intermedia como son los animales domésticos, y
aguellos de alta adaptacion, o reservorios biolégicos de la bacteria, entre los que
se encuentran roedores silvestres y sinantropicos. Estos ultimos son la principal
fuente de infeccidbn para humanos por su alta capacidad de diseminacion del
microorganismo (3)(4). La orina infecciosa de cualquiera de los hospederos
mencionados es liberada al ambiente en donde la bacteria, bajo condiciones
ideales, puede sobrevivir por mas de 300 dias en aguas y 15-72 dias en suelo (5—
7). Por lo anterior, Leptospira spp es la causa de epidemias asociadas a una alta
mortalidad en comunidades urbanas donde confluyen factores climaticos (alta
pluviosidad, huracanes, inundaciones) junto a malas condiciones de higiene y
salubridad las que dan cuenta del aumento de la infestacion de roedores
sinantrépicos a los ambientes tanto peri como doméstico (2,3,8).

Por lo anterior, un aumento en la presencia de roedores se ha asociado con
incrementos en los casos de la enfermedad, emergiendo ésta como un problema
de salud publica en sitios urbanos marginales de paises tropicales y en desarrollo.
Esta situacion, es abordada por anteriores estudios donde se reconoce la
asociacion existente entre el complejo leptospirosis-roedor y su relacion con el
ambiente, como causantes de que la enfermedad en humanos en zonas urbanas
latinoamericanas se perpetiue (9-13). Adicionalmente, la rapida expansion de
asentamientos precarios, produce condiciones ecoldgicas aptas para el aumento
de roedores al proporcionarles alimento, agua y refugio a reservorios que como
éstos estan altamente adaptados a la espiroqueta y que a su vez liberan gran
cantidad de Leptospira patdgenas en aguas superficiales, lo que se ha asociado,
como es el caso de Peru, con la presentacion de casos severos de la enfermedad
en poblaciones urbanas (14).

En Colombia, los fendmenos de cambio climatico han favorecido que después de
inundaciones se hayan documentado brotes de la enfermedad en humanos (15),
pero también se reconoce que la enfermedad es prevalente en poblacion general
(16-19). En la zona del Uraba Antiogueiio, los dos estudios llevados a cabo en
area urbana han reportado incremento progresivo a través de los afios; 12,5% (19)
para 9 municipios de la zona y 35% para el municipio de Necocli (20).

En el primer estudio (19), la encuesta de prevalencia llevada a cabo en 591
personas registro, por la prueba serolégica de inmunofluorescencia 73 de 591
casos positivos de los cuales 11,8% eran habitantes del municipio Turbo. En este
grupo, la distribuciobn por serovar mas frecuente se presentd para las



serovariedades Grippotyphosa e Icterohaemorrhagieae, ambas de adaptacion
reconocida para roedores de las especies Mus musculus, Rattus Rattus y Rattus
norvegicus (3). Segun la encuesta poblacional, se evidencié que estas tres
especies, estaban ampliamente distribuidas en la zona urbana del municipio. Pero,
la situacién que se reportd en el anterior estudio no fue una condicion temporal.
Para el periodo 2010-2011 el municipio present6 una incidencia anual de 53 casos
por 100.000 habitantes. En el mismo periodo se notificaron dos casos fatales, uno
procedente del &rea rural y otro de la urbana (21).

Basados en las evidencias arrojadas por anteriores estudios, la presencia de la
enfermedad demostrada con los casos clinicos presentes en el municipio (21) y
los casos de mortalidad urbana ya mencionados, se establecié esta zona como
especifica para llevar a cabo un estudio descriptivo que permitiera evidenciar el
papel real de los roedores y de las fuentes de aguas superficiales en la
transmision urbana de la leptospirosis. Para esto, inicialmente se realizé una
encuesta serolégica humana en el mismo tiempo y lugar en el que se determiné la
distribucion espacial de roedores y de fuentes hidricas las cuales fueron
monitoreadas seroldgica y molecularmente para Leptospira spp. De esta forma
poder inferir el papel potencial que juegan estos factores de riesgo como agentes
causales para la presentacion de la enfermedad en la poblacion urbana del
municipio de Turbo.

Materiales y Métodos
Definicion y descripcion de la zona de estudio

El municipio de Turbo tiene una superficie total de 3,055 km? con 11,9 Km? de
zona urbana y 3043,1 Km? de zona rural. Se encuentra localizada en 8°5'53"N
76°43'54"W (Figura 1) a 2 metros sobre el nivel del mar, con una humedad relativa
de 84% y una temperatura promedio de 28°C (22). Esta zona costera del golfo de
Uraba destina la mayoria de sus recursos a actividades econdmicas como la
pesca, ganaderia y agricultura (23). Durante los afios 2010 y 2011 se
diagnosticaron 123 casos de leptospirosis procedentes del municipio de Turbo,
tanto de la zona rural (42/123) como urbana (81/123).



URABA ANTIOQUENO

Figura 1A.Ubicaciébn del municipio de Turbo en la zona del Uraba
Antioquefio.2B.Lugar de residencia del paciente fallecido durante 2010.

Adicional a estos datos, en el mes de octubre del afio 2010 fue notificado un caso
de mortalidad procedente de la zona urbana del municipio de Turbo que fue
confirmado por clinica compatible y por serologia (IgM) positiva para Leptospira
spp. Se traté de un paciente de sexo masculino de 16 afios de edad procedente
del barrio Buenos Aires. La visita domiciliaria llevada a cabo por funcionarios de
factores de riesgo de la Secretaria de Salud municipal, evidencié presencia de
roedores dentro y fuera de la residencia, el paso de un cafio de aguas servidas a
menos de 5 metros de la vivienda y presencia de basurales en la zona (figura 1).

Durante el mes de junio del afio 2011 y basados en las evidencias de riesgo
ambiental de infeccidn por roedores y por fuentes hidricas se establecié la zona
para llevar a cabo un estudio descriptivo en humanos residentes en el mismo
barrio de procedencia del caso de leptospirosis fallecido.

Para realizar la definicion espacial del barrio Buenos Aires se usaron mapas
disponibles en planeacion municipal. De acuerdo a esta informacién el barrio se
encuentra situado en la zona central del casco urbano de Turbo, limitando con los
barrios Las Flores, Manuela Beltran, Jeslis Mora y Baltazar. Segun el censo del
afio 2005 en el barrio habitaban 5.070 personas, planeacion del municipio registro
32 manzanas en el barrio. En un mapa de malla vial se ubicaron manzanas,
predios, ubicacion de calles, cafios y fuentes de agua servidas. Este mapa fue



usado para definir la distribucién por zonas para efectos de la recoleccién de la
informacion y usando como base los acercamientos al area real disponible en
Google Earth.

Recoleccidon de informacién

La informacién fue recolectada mediante una encuesta domiciliaria realizada en
753 personas residentes del barrio Buenos Aires aplicada por 26 encuestadores
capacitados, con el fin recolectar informacion sobre la presencia de roedores y la
ubicacion de estos. El cuestionario constdé de una serie de preguntas abiertas y
cerradas, siguiendo el esquema validado en otras regiones latinoamericanas (24).

Inspecciones domiciliarias para determinar el uso de la propiedad y
actividad de roedores

Siete profesionales capacitados en reconocimientos de indicios, participaron en la
recoleccion de los datos. Esta informacion se registré en un formulario de indicios
previamente evaluado en otras regiones latinoamericanas (24). Los datos
arrojados fueron digitados en Microsoft Excel® y luego exportados al paquete
estadistico SPSS®, versién 19,0.

La inspeccion se llevo a cabo por observacion directa en las propiedades privadas
y en espacios publicos. Se verificaron las caracteristicas de uso de la propiedad y
el registro de actividad de roedores (madrigueras, sendas, heces, roeduras, entre
otras) y de condiciones que prestaran a estos mamiferos alimento y refugio. El
namero de viviendas se determind basado en estudios similares llevados a cabo
en otras regiones latinoamericanas (24), que estipulan que cuando el numero de
viviendas a inspeccionar en una poblacién es menor de 1.000, debe seleccionarse
de forma aleatoria el 20% de ellas para realizar la inspeccion. Basados en el
namero de viviendas del barrio, 789, el 20% correspondio a 158 viviendas a visitar.
Esta muestra se ajustd en un 5% mas por pérdidas, dando un nimero de 165
viviendas en total. Para asegurar una distribucion homogénea del nimero de
viviendas para seleccionar, este numero se dividié por el nimero de manzanas
reportadas por la oficina de planeacién de Turbo (32 manzanas), arrojando un
namero de cinco casas por manzana.

Se utilizé el software Microsoft Excel® para asignar el nimero aleatorio de cada
vivienda de las 32 manzanas, ordenandolos de mayor a menor. Se seleccionaron
las primeras cinco viviendas de la lista. En el mapa disponible de la malla vial del
area de estudio se demarcaron las manzanas y la direccion de las casas
seleccionadas. Siendo siete los funcionarios para llevar a cabo este registro, cada
funcionario tenia entre 23 y 24 casas asignadas para visitar. El trabajo de campo
para el levantamiento de indicios se programo para llevarse a cabo en un periodo
de dos dias.

Caracterizacion de ambientes para determinar indices de abundancia de
roedores



Con el objeto de delimitar el area de estudio y caracterizar los ambientes propicios
para que los roedores obtuvieran refugio y alimento, se realiz6 una inspeccion de
la totalidad del espacio publico directamente en terreno, llevando a cabo un
recorrido en cada una de las areas fisicas del barrio Buenos Aires.

La caracterizacion de ambientes basados en las situaciones favorables para las
poblaciones de roedores observadas, determinado por la presencia de lotes
baldios. La ubicacion de cada lote baldio se registré inicialmente en forma manual
en el mapa disponible de la malla vial del area de estudio y adicionalmente con
GPS con su correspondiente coordenada geo-espacial. Se definieron los limites
ambientales del area de estudio segun sus caracteristicas bibticas y abioticas que
se evaluaron segun la disponibilidad ambiental de alimento (basureros) y refugio
(lotes baldios) para los roedores, quedando distribuida la totalidad del area del
barrio Buenos Aires en cuatro ambientes diferentes que se sefialan en la figura 2.
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Figura 2. Mapa del barrio Buenos Aires con ubicacion espacial de los ambientes
definidos como fronteras abioticas y bidticas que delimitan la distribucion espacial
diferencial de roedores. Ambiente 1 en mostaza, ambiente 2 en verde, ambiente 3
azul y el ambiente 4 en rojo. (Tomado de fotos de satélite de Google Earth)

indice de abundancia relativa

Segun Coto, 2007, un indice es una medida que se halla relacionada de forma
relativa con la abundancia real de una poblacion de roedores y es tomado para
obtener una muestra representativa de esa poblacion (24). Para este caso, la



abundancia por especie de roedor se estimdé mediante el método directo (éxito de
trampeo), el cual se basa en la ponderacion del nimero de individuos capturados
mediante la utilizacién de un sistema de trampas durante un periodo de tiempo
controlado (Esfuerzo de Captura: Numero de trampas x Numero de dias que se
usaron). Por lo que el indice de abundancia relativa se obtuvo de dividir el nUmero
de animales capturados por el esfuerzo de captura y este dato multiplicado por
100.

. ) ) N° de animales capturados
Indice de abundancia relativa = - — x100
N° de trampas x N° de dias utilizados

Determinacion de los indices de abundancia relativa de roedores

Para determinar el indice, se hizo un muestreo para proporcionar estimaciones
confiables sobre la abundancia de la poblacion de roedores y conocer sus
patrones de organizacion espacial. Fue asi como se establecieron cinco
estaciones de muestreo representativas de la estructura y actividad antrépica del
area, cubriendo tres de los cuatro ambientes definidos de acuerdo a la inspeccion
ambiental realizada en los espacios publicos.

Cada una de las cinco estaciones de muestreo constd de 20 puntos de captura
representados mediante trampas de captura viva tipo jaula, localizados en cada
ambiente y durante dos dias consecutivos. Las trampas fueron ubicadas en cada
estacion de muestreo en forma lineal con una separacion de 10-20 metros entre
cada una. Se realizaron capturas desde finales de la tarde y se revisaron al dia
siguiente en la mafiana. Para cada trampa positiva se registré especie y sexo del
roedor capturado y se registr6 con GPS de la ubicacion de esta trampa positiva
con su correspondiente coordenada geo-espacial.

Muestreo para la presencia de anticuerpos contra Leptospira spp en
habitantes de las viviendas inspeccionadas

El tamafio de muestra se calculé usando el software Epidat® versién 4.0,
estableciendo un nivel de confianza del 95%, un alfa del 5%, un error estandar
para el estimador de la muestra del 6% segun recomendaciones del asesor Héctor
Coto y sus anteriores experiencias en otros estudios (24) , con una poblacién
blanco de 5.070 habitantes del barrio Buenos Aires. Se establecié un numero de
personas para realizarles prueba seroldgica de 254. Para realizar una distribucion
homogénea de los habitantes para toma de muestra por vivienda, este numero de
254 se dividié por el numero de 158 viviendas a inspeccionar para registro de
indicios de presencia de roedores. De acuerdo a ese calculo (254/158), se
estableci6 seleccionar dos personas para toma de muestra de sangre para
hacerles serologia para Leptospira spp. La muestra fue tomada por personal de
enfermeria, previo consentimiento informado.



Determinacion de parametros biolégicos y de infeccién con Leptospira spp
de los roedores capturados

Los roedores capturados fueron extraidos de la trampa con bolsas de tela de
algoddn y anestesiados con una mezcla de ketamina 5% y xilazina 2% en
proporcion 6 en 1. De ésta mezcla se aplicaron 0,1 ml por cada 100 gr de peso
vivo, adicionalmente se les aplicé Tramadol (50 mg/ml) a razon de 0,2 mg del
producto por cada 100 mg de peso vivo. Todos estos medicamentos fueron
aplicados intramuscularmente con jeringa de 2,5 ml (24 x 1 %%”).

Una vez anestesiado, a cada individuo se le asigné un namero consecutivo de
identificacion el cual se registr6 en un rétulo que se ubicO en su extremidad
posterior izquierda. Para el establecimiento de la especie, se registraron en una
planilla parametros morfométricos entre los que se cuentan: largo de cuerpo, largo
de cola, extremidad posterior y extremidad anterior y adicionalmente cada
espécimen fue fotografiado con una camara digital Panasonic® 12 Mpx. A cada
roedor se le tom6 una muestra de sangre (1-3 ml), por puncidn cardiaca (Jeringa
22 x 1%.”) para depositarla en tubos sin anticoagulante y fue centrifugada a 4.500
rpm durante 20 minutos para extraccion de suero. Todas las muestras se
almacenaron a -20 °C hasta ser procesada por prueba la seroldgica
(microaglutinacion) para la determinacion de anticuerpos contra Leptospira spp.

Posteriormente, cada roedor fue sacrificado por puncién intracardiaca cuando aun
se encontraba anestesiado, con Eutanex® a razén de 0,1 ml por cada 500 gramos
de peso vivo. Una vez sacrificado el animal se le hizo lavado con solucion yodada
al 10% y luego con hipoclorito en dilucién de 5000 ppm antes de hacerle diseccién
aséptica los riflones. El derecho se macero6 en solucion salina pH 7,8 para realizar
aislamiento de Leptospira spp por cultivo en medio especifico de Fletcher® (1
Becton Drive, Franklin Lakes, NJ USA 07417) con el fin de realizar aislamiento de
la bacteria; los cultivos fueron enviados al laboratorio del ICMT-CES, para ser
monitoreados durante 8 a 12 semanas para verificar el momento de positividad
para Leptospira spp.

Los residuos de descarte de material biologico de los roedores se empacaron en
bolsas con la adecuada rotulacién para someterlos a incineracion y descarte por
parte de la ruta hospitalaria que sirve al hospital Regional de Apartadd. Los
protocolos en animales fueron aprobados por el comité de ética de la Universidad
CES.

Determinacion de anticuerpos contra Leptospira spp en muestras de suero
de poblaciones humanas y de roedores

Las muestras de sangre de los humanos fueron transportadas al laboratorio del
ICMT — CES para ser centrifugadas. Alli se separé El suero y se conservé a —20
°C hasta su procesamiento por las pruebas serolégicas para determinacion de
anticuerpos IgM e IgG por la prueba de inmunofluorescencia indirecta, IFI (25).
Aquellas muestras de suero que resultaron positivas por IFI (IgM titulo mayor a



1:40, IgG titulo mayor a 1:80) fueron procesadas bajo MAT por métodos
estandares de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (26). Dentro del
panel de evaluacion por MAT se incluyeron los serovares Canicola, Pomona,
Hardjo, Australis Bratislava, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagie y Ballum
pertenecientes a especies patdgenas de Leptospira y que por estudios previos se
conoce que circulan en la zona de Uraba (9).

Para el caso de los sueros humanos se consideré como punto de corte la diluciéon
en la que se obtuvo el 50% de aglutinaciones frente al control negativo. Se
consideraron como titulos positivos aquellos iguales o superiores a 1:100. Segun
estandar del laboratorio.

Las muestras de suero de roedores fueron procesadas por MAT con las
serovariedades mas frecuentes halladas en humanos para el presente estudio
Icterohaemorrhagie, Bratislava y Tarassovi. Para el caso de los roedores se
consideraron titulos positivos iguales o mayores a 1:50.

Determinacion de positividad microbiolégica de fuentes hidricas

Se tomaron 11 muestras de las fuentes hidricas con duplicado filtrado (0,22pum
One Baxter Parkway Deerfield, IL 60015-4625). Estas muestras fueron
georeferenciadas y tomadas de manera aleatoria en los cafios de la zona de
estudio. Las muestras fueron depositadas en medio especifico Fletcher® (1 Becton
Drive, Franklin Lakes, NJ USA 07417) y se mantuvo a los cultivos a temperatura
ambiente para ser monitoreadas semanalmente por microscopia de campo oscuro
durante 8-12 semanas hasta observar crecimiento de la bacteria o determinarse
su estado negativo al final del tiempo de seguimiento.

Extraccion de ADN en cultivos positivos

A todos los cultivos positivos de roedores y fuentes hidricas evidenciados por
microscopia de campo oscuro, se les realizé extraccion ADN con el Kit Wizard®
Genomic DNA Purification segun las instrucciones y recomendaciones del
fabricante para bacterias gram-negativas (Promega UK Ltd, Southampton, UK).

La cantidad de ADN fue cuantificada midiendo su absorbancia utilizando el
espectrofotometro ND-1000 Nanodrop (3411 SilversideRd, BancroftBuilding,
Wilmington, DE 19810, USA).

Reaccidon de cadena de la polimerasa multiple para los genes LipL32 y 16S
(rrs)

Cada ADN extraido de cultivo positivo se le realizé reaccion de cadena de la
polimerasa multiple para amplificar con los iniciadores 5'-
GGCGGCGCGTCTTAAACATG-3'y 5TTCCCCCCATTGAGCAAGATT-3' descritos
por Cespedes M, 2007 (27), dirigidos a una secuencia especifica del gen que
codifica para la subunidad ribosomal 16S; el segundo par de iniciadores 5'-



ATCTCCGTTGCACTCTTTGC-3' y 5-ACCATCATCATCATCGTCCA-3' descritos
por Ahmed en el 2006 (28), dirigidos a una region especifica del gen que codifica
para la proteina de membrana LipL32 altamente conservada en las especies
patégenas de Leptospira spp (Acceso: NC_005823.1 y NC_008508.1)

El perfil térmico utilizado para la PCR fue desnaturalizaciéon a 94 °C durante cinco
minutos, una fase de 35 ciclos a 94 °C durante 45 segundos, 54 °C durante un
minuto y 72 °C durante un minuto y, posteriormente, una fase de extension final a
una temperatura de 72 °C durante cinco minutos. En el proceso de PCR se
utilizaron los reactivos comerciales (Fermentas Taq DNA polymerase, Foster City,
CAL. USA) usando 30 yL como volumen final de la reaccion, buffer PCR (KCI) a
una concentracion 1X, MgCl2 a una concentracion de 2,5 mM, iniciadores (Lipl32)
y iniciadores (16S) a una concentracion 1,0 yuM, dNTP a una concentracion de 0,2
mM, y taq polimerasa con una concentracion de 1U agregando 3 uL de DNA
molde.

Electroforesis

Todos los productos de la PCR obtenidos se visualizaron utilizando la técnica de
electroforesis en gel de agarosa, con una concentracién de 1,5%, se uso buffer
TBE (Tris- Base, EDTA, acido borico) a una concentracion de 1X, fue revelado con
bromuro de etidio y se us6 un GeneRuler™ de 50 bp y de 100bp DNA Ladder
(Fermentas, Carlsbad CA. USA). Posteriormente se realizé la corrida
electroforética a 60V durante una hora en cadmara de electroforesis horizontal vy,
por Gltimo, se visualiz6 en un analizador de imagen Epichemi3®.

Secuenciacion

A los amplificados en donde se obtuvo producto para el gen 16S, se le realizé
secuenciacion capilar con ABI3730XL en la empresa Macrogen (Macrogen, Seoul
153-781, Korea). Los resultados fueron editados por consenso y alineados con el
software DNA Baser® (Heracle BioSoft SRL), analizados y comparados con las
multiples secuencias publicadas en GenBank® con el programa Blast
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

Las secuencias fueron alineadas con CLUSTAL X (29) en MEGA v5.0. Se
construyé un arbol con el método Neighbor joining y las distancias evolutivas
fueron estimadas con el modelo Jukes and Cantor (30).

Anédlisis de la informacion

Todas las encuestas y datos tomados, fueron digitados en Microsoft Excel®. Se
realizé revision del 10% de las encuestas para fines de validacion del dato. Una
vez validados fueron exportados al paquetes estadistico SPSS® versién 19.0 para
su analisis por estadistica descriptiva.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Con todo el registro geo-referenciado obtenido para lotes baldios, humanos,
roedores y fuentes hidricas positivas para Leptospira spp se generé un mapa
tematico usando el software ArcGis.

Aspectos éticos

Se siguieron las normas técnicas, cientificas y administrativas para la investigacion
en salud del Ministerio de Salud de Colombia, Resolucion N © 008430 del 4 de
octubre de 1993, y la declaracion de Helsinki refrendada en 2004. A lo largo del
estudio siempre se protegio la privacidad e intimidad del paciente, identificandolo
con un numero interno.

El proyecto fue aprobado y catalogado por el Comité de Etica de la Universidad
CES, para la manipulacion y manejo de muestras biolégicas animales y humanas.
Los datos obtenidos se incluyeron en una base de datos anénima. A todas las
personas incluidas en este estudio se le explico el tipo de estudio y se obtuvo su
consentimiento oral, por escrito o ambos.

Resultados

Encuestas domiciliarias

El 84,0% (633/753) de los encuestados afirmé haber visto ratas en sus viviendas y
el 83,0% (625/753) de las personas afirmaron implementar alguna medida no
eficaz para controlar la presencia de ratas en su propiedad. La mayoria de las
personas que afirmaron haber visto ratas en su propiedad, las vieron tanto dentro
como fuera de ella. El 58,4% (440) de los casos las vieron al interior de las
viviendas y el 24,7% (186) fuera de su propiedad.

Encuesta de inspeccién domiciliaria

La inspeccién domiciliaria fue realizada a 165 propiedades representativas de mas
del 20% de la totalidad de propiedades del barrio Buenos Aires. Esta inspeccion
consistié en verificar las condiciones higiénicas y ambientales que favorecen la
presencia de roedores (ratas), se observé la presencia de 90 cuevas, 46 sendas,
136 heces y 48 indicios mas. Las cuevas y sendas fueron observadas en el
exterior de las propiedades visitadas, mientras que las heces y otro tipo de indicios
de presencia de roedores se observaron con mayor frecuencia en el interior de las
propiedades. Tanto en el interior como en el exterior de las viviendas se
evidenciaron cuevas, sendas, heces y otros indicios que indicaron indirectamente
la presencia de roedores.

indices de abundancia relativa de roedores

El territorio operacional del proyecto comprendio el area delimitada por la oficina
de planeacion municipal,iError! No se encuentra el origen de la referencia. pero para la



caracterizacion de ambientes, la definicién de éstos se hizo observando en terreno
las fronteras abioticas y bidticas que significan obstaculos naturales para el
transito de roedores. Basados en este criterio la caracterizacion de ambientes
permitid6 definir cuatro unidades nominadas como 1, 2, 3, y 4, sefaladas
espacialmente y cuya descripcion se presenta a continuacion:

Ambiente 1 (Mostaza): Comercial: Delimitado por la carrera 12, es un sector
netamente comercial, que concentra diferentes actividades desarrolladas a través
de establecimientos que aparentan contar con las habilitaciones respectivas, y
constituidos en construcciones de buena calidad, con los servicios basicos
cubiertos. Por tratarse de un ambiente de tan solo una manzana y no ser
representativo de la actividad y estructura del area diagnostica preestablecida, se
decidié excluirlo del &rea de trabajo y no ubicar estacién de muestreo en este
ambiente.

Ambiente 2 (Verde): Urbano Medio: Delimitado por la carrera 13 hasta la calle 114.
Concentra viviendas urbanas de clase media, construidas de material, peri
domicilios medianamente ordenados y predios bien definidos. En este ambiente se
ubic6 una estacion de muestreo.

Ambiente 3 (Azul): Influencia del cafio: Es un ambiente definible con ese nombre
por conformar el area de influencia de los diferentes drenajes a cielo abierto que
atraviesan el barrio. Es un ambiente dominado por diversos grados de cobertura
vegetal y con construcciones mayoritariamente precarias insertas con
concentracion dispar en él. Puede ser descrito como un ambiente preliminarmente
propicio para la actividad de Rattus norvegicus. En este ambiente se ubicaron dos
estaciones de muestreo.

Ambiente 4 (Rojo): Urbano bajo: Delimitado desde la calle 100 hasta la 108. En él
se concentra la poblacion de bajos recursos del barrio. Las viviendas se levantan
sobre terrenos marcadamente anegadizos e inestables. La madera es el material
de construccién predominante en ellas, con pisos de tierra, patios desordenados
son malezas y residuos como parte de su entorno. En este ambiente se ubicaron
dos estaciones de muestreo.

De las capturas realizadas en las cinco estaciones establecidas se recolectaron en
total 68 roedores, obteniendo un mayor nimero de Rattus norvegicus (47/68),
seguido de Rattus rattus (13/68) y Mus musculus (8/68). Al calcular el indice de
abundancia por género se obtiene que con un esfuerzo de captura de 205 trampas
para Rattus (R. rattus y R. norvegicus) se obtiene un indice total de 29,26% y por
su parte para Mus (M. musculus) con un esfuerzo de captura de 90 se obtiene un
indice de 8,88%. El indice obtenido de Rattus supera en mas de cinco veces el
valor umbral de cinco establecidos para la region peruana por Arrieta et al (31) y
otros autores a nivel mundial que lo han utilizado habitualmente para ponderar las
infestaciones por Rattus spp (32).



En el caso del indice obtenido para medir la abundancia por Mus musculus fue
menor con relacibn a la de Rattus, pero también fue superior a los valores
tolerados para este tipo de estructuras urbanas. Los indices de abundancia
obtenidos por los tres ambientes definidos para realizarles ponderaciones y donde
se excluyé el ambiente comercial fueron: para el Ambiente 2 (Urbano medio)
Rattus de 17,5% y M. musculus de 5%; para el Ambiente 3 (Influencia del cafo)
Rattus 32,9% y M. musculus 71,4% y finalmente para el Ambiente 4 (Urbano bajo)
se obtuvo para Rattus 46,2% y para M. musculus 30%.

Determinacion de parametros biolégicos y de infeccion con Leptospira spp
en muestras de suero de poblaciones humanas y de roedores capturados.

De las 254 personas a quienes se les tomd muestra de sangre y que dieron su
consentimiento informado para participar en el muestreo serolégico y a las que se
les indagd sobre la presencia de personas con sintomas compatibles de cuadro
febril agudo uno de los encuestados manifestd tener sintomas. A este paciente se
le revisé por parte de un médico que acompafié las visitas domiciliarias y se le
tomé ademas muestra de sangre total con anticoagulante para realizar cultivo de
sangre en medio Fletcher especifico para Leptospira spp el cual después de ocho
semanas de seguimiento fue negativo. Todas las muestras de suero fueron
probadas por la prueba de IFI para IgM e IgG (25). Esta prueba fue positiva para
11 pacientes dando una frecuencia de positividad general de 4,3%. A las 11
muestras positivas se les realizO6 MAT con 11 serovariedades asociadas con
roedores y con especies de interés pecuario y mascotas. Los principales titulos se
presentaron con la seroviariedad Icterohaemorragiae en 1: 200, Bratislava en 1:
100 y Tarassovi en 1: 400 (Figura 3). Los habitantes positivos procedian de las
manzanas 3, 4, 6, 15, 20, 32 y x5, sin presentar un patrén homogéneo de
distribucion de positivos.

Fueron capturados 68 roedores, tres de ellos escaparon de la trampa antes de ser
anestesiados. Por lo tanto para fines de estudio de parametros bioldgicos se
obtuvieron datos de 65 roedores. La prueba de MAT realizada a 65 roedores con
tres serovariedades Icterohaemorragiae, Bratislava y Tarassovi presento
frecuencias de 36,96%, 21,53% y 35,38% respectivamente, obteniéndose titulos
desde 1:12,5 hasta 1:200. Este udltimo titulo fue mas frecuente para la
serovariedad Icterohaemorragiae. La figura 4 presenta los resultados obtenidos
para las tres serovariedades.



Titulos para Leptospira spp en 11 habitantes del barrio
Buenos Aires, Turbo, Colombia, 2011
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Figura 3: Distribucion de titulos de anticuerpos por la prueba de microaglutinacion
en habitantes del barrio Buenos Aires, Turbo. 2011



Titulos para Leptospira spp en roedores capturados en el barrio
Buenos Aires, Turbo, Colombia, 2011.
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Figura 4. Distribucion de titulos de anticuerpos por la prueba de microaglutinacién
en roedores del barrio Buenos Aires, Turbo. 2011

Por su parte, se obtuvieron por cultivo dos aislados de roedores, en ambos casos
la cepa aislada correspondié a Leptospira interrogans con namero de acceso (NR
074481.1), con un porcentaje de identidad del 100%. El arbol filogenético
generado se presenta en la figura 5 en el cual se sefiala con color rojo.

Determinacion de positividad microbiolégica de fuentes hidricas

Los 11 cultivos de agua fueron monitoreados semanalmente durante 8-12
semanas. Aquellos positivos por microscopia de campo oscuro, se les realizé PCR
para el gen 16S. En total cinco aislados amplificaron a los cuales se les realizé
secuenciacion, el analisis por Blast se presenta en la tabla 1. Con estas
secuencias obtenidas de estos aislados de fuentes hidricas se sefialan en el arbol
filogenético subrayados con azul en la Figura 5.



Tabla 1. Resultados de porcentaje de alineamiento obtenidos por analisis Blast de
las secuencias de Leptospira spp obtenidas de cultivos positivos de fuentes de
agua. Barrio Buenos Aires, Turbo, 2011.

Nombre Resultado Porcentaje (%)

TALIM4 | AY631892.1 100
Leptospira meyeri
TALIM5 | AY631892.1 98
Leptospira meyeri
TALIM6 | AY631892.1 100
Leptospira meyeri
TA3M1 | AY631891.1 99
Leptospira inadai
TA3M3 | AY792329.1 99
Leptospira Broomii
AY996789.1

Leptospira Broomii

Leptospira interrogans serovar lcterohaemorrhagiae strain RGA 165 ribosomal RNA gene partial sequence
Leptospira interrogans(Roedor 27)

Leptospira interrogans serovar Hardjo strain Hardjoprajitno 165 ribosomal RNA gene partial sequence
Leptospira interragans(Roedor 19)

Leptospira kirschneri serovar Cynopteri strain 3522 C 16S ribosomal RNA gene partial sequence
Leptospira noguchii serovar Panama strain CZ 214 165 ribosomal RNA gene partial sequence

Leptospira alstoni serovar Pingchang 165 ribosomal RNA gene partial sequence

Leptospira weilii serovar Celledoni strain Celledoni 165 ribosomal RNA gene partial sequence
Leptospira alexander serovar Manzhuang strain A23 165 ribosomal RMA gene partial sequence

Leptospira borgpetersenii serovar Javanica strain Veldrat Batavia 46 165 ribosomal RMA gene partial sequence

Leptospira santarosai serovar Shermani strain LT 821 165 ribosomal RMA gene partial sequence

100 Leptospira wolffi serovar Khorat strain Khorat-H2 165 ribosomal RMA partial sequence
—: Leptospira Broomil TA3M3
100 Leptospira fainei serovar Hurstbridge strain BKID 6 serovar Hurstbridge 165 ribosomal RMA gene partial sequence
E Leptospira broomii strain 5399 165 ribosomal RMA gene partial sequence
100 52 Leptospira inadai TAIM1
M 96 Leptospira inadai serovar Kaup strain LT 64-68 165 ribosomal RNA gene partial sequence
40 Leptospira biflexa serovar Patoc strain Patoc | 165 ribosomal RMA gene partial sequence
72 Leptospira vanthielii serovar Holland strain WaZ Holland 165 ribosomal RNA gene partial sequence
Leptospira tepstrae serovar Hualin strain LT 11-33 165 ribosomal RNA gene partial sequence
52 Leptospira yanagawae serovar Saopaule strain Sao Paulo 165 ribosomal RNA gene partial sequence
a1
33
47
ar

Leptospira wolbachii serovar Gent strain Wa Gent 165 ribosomal RNA gene partial sequence
Leptospira meyeri serovar Ranarum strain lowa City Frog 165 ribosomal RNA gene partial sequence
Leptospira meyeri TATMG

Leptospira meyer TATM4

Leptospira meyer TATMS

Leptonema illini serovar lllini strain 3055 168 ribosomal RNA gene partial sequence

100

Turneriella parva serovar Parva strain H 165 ribosomal RNA gene partial sequence



Figura 5. Arbol filogenético con los aislados cinco de agua (azul) y los dos de
roedores (rojo). Se marcan las cladas en donde la roja es el grupo de Leptospira
patégenas, la clada amarilla las especies intermedias y en verde las especies
saprofitas. La escala indica la fraccion de pares de bases que son diferentes.

El registro geo-referenciado obtenido para determinar la distribuciébn geoespacial
lotes baldios, humanos, roedores y fuentes hidricas positivas para Leptospira spp
se presenta un mapa tematico de distribucion espacial de presentacion de
leptospirosis en el barrio (figura 6). En este se evidencia que los sectores con
mayor numero de positivos confluyen en los ambientes 3 y 4 los cuales presentan
los mayores indices de abundancia para las poblaciones de roedores.



Distribucion de humanos positivos, roedores y lotes baldios
Barrio Buenos Aires
Turbo

00,03307 0,14 Kilometers
e Laaal

Figura 6. Mapa geo-referenciado donde se sefiala la distribucion geoespacial los
lotes baldios (pentagono verde), humanos (circulo naranja), roedores (puntos



pequefios rojos, negros, amarillos) y fuentes hidricas (puntos azules) positivas
para Leptospira spp. En color azul se sefiala el ambiente 3 y en color rojo el
ambiente 4. Barrio Buenos Aires, Turbo-2011.

Discusion

Los resultados de este estudio permiten concluir que en la zona de estudio del
municipio de Turbo se presenta el complejo leptospirosis/roedores demostrado
con indicadores claros y objetivos su interaccion con la poblacion humana que alli
habita. Esta interaccion fue evidenciada igualmente por los habitantes del barrio
quienes indican la presencia frecuente de roedores tanto en areas peri como
domiciliarias; situacion que se corrobora con los indices de abundancia relativa de
roedores que mostro en todos los ambientes, niveles superiores a los tolerables es
decir indices de abundancia mayores al 5% y para las tres especies de roedores
sinantrépicos.

En este sentido, en los ambientes en donde confluyen las bajas condiciones de
saneamiento y las zonas inundables (ambientes 3 y 4) se constituyeron en los
sectores mas criticos del area de trabajo, establecido por sus indices de
abundancia relativa de roedores, positividad de roedores y aguas con circulacion
de los tres grupos de especies de Leptospira spp. Hasta donde llega nuestro
conocimiento, no disponemos de reportes de situaciones comparables de
infestacion y de circulacion de los tres grupos de espiroqueta, en poblaciones
humanas de vulnerabilidad similar, pero si se reconoce que a nivel
latinoamericano regiones de Brasil han presentado incidencias de > 12.000 casos
por afio y tanto brotes como epidemias asociadas a la enfermedad, en donde se
ubican a los roedores como la principal fuente de infeccién, asociado a las
condiciones de viviendas precarias y periodos de lluvias e inundaciéon (11,33-39).

En Peru igualmente la enfermedad ha sido asociada a bajas condiciones de
sanidad, inundaciones y presencia de roedores domiciliarios con hasta un 30% de
casos de positividad en anticuerpos a serovares circulantes en humanos y en
roedores de especies Rattus spp (40,41). Leptospirosis no es solo asociada a
roedores en Perq, sino también murciélagos (42) y a aguas superficiales como lo
demuestra el estudio realizado por Ganoza CA. en el 2006, donde la enfermedad
severa en el pais es asociada a aguas superficiales en zonas urbanas y rurales
con un 75% y 78% de positividad respectivamente (14). Las zonas inundables y el
cambio climatico comprometen y proporcionan a su vez mayor concentracion de
aguas superficiales sin drenaje que ha sido asociado en gran medida a los
problemas de brotes por leptospirosis en este pais (14,43). El saneamiento y la
disposicion de basuras en los paises en desarrollo en general y alcantarillados en
mal estado han demostrado promover la proliferacion de roedores (11,43) y por
ende la circulacion de la enfermedad como se observa a su vez en el presente
estudio.

Existe un predominio de R. norvegicus que contrariamente a lo esperado muestra
un habitat domiciliario mas acentuado del que caracteriza a esta especie en otros



lugares de estudio (25), esta especie se ha encontrado en otros estudios como la
responsable del mantenimiento y diseminacion de la bacteria en grandes
cantidades, favorecida por la presencia de inundaciones y alcantarillados en mal
estado (38). Se determina que tanto las especies de roedores como los humanos
de la zona de estudio presentan niveles de anticuerpos, que se correlacionan con
un posible reto o exposicion constante con ambientes de suelos y aguas donde se
registraron por métodos moleculares especies de Leptospira no solo patdgenas
sino también de patogenicidad intermedia, esto evidencia una epidemiologia de la
zona compleja y variable. Leptospira de especies intermedias ha causado
claramente la enfermedad en humanos como revelan diversos estudios (44,45),
pero lo que las hace peligrosas es su resistencia a medios diversos ya que
expresan genes de resistencia medioambiental que comparten con las especies
saprofitas de las mismas, pudiéndose mantener por periodos prolongados en
aguas y suelos (6,44), lo contrariamente observado en L. borgpetersenii que
posee transmision directa (46).

En el caso de los humanos quienes presentaron titulos para los serovares como
Pomona, Canicola, Hardjo y Grippotyphosa, se evidenciaron fuentes de infeccién
de diferentes especies de la bacteria y de diferentes origenes segun especificidad
por serovar anteriormente descrita (1,3,47,48). Sin embargo, los titulos en los
cuales se presentdé mayor frecuencia fue en el serovar Icterohaemorhagiae en
1:200, Bratislava en 1:100 y Tarassovii en 1:400; similar a lo presentado en
roedores, sefialandolos como una importante fuente de infeccion para los
humanos aunque no necesariamente sea la Unica, puesto que estos serovares
han sido asociados a otras especies de animales domésticos como equinos y
suinos (3), convirtiendo a los roedores en un posible transmisor centinela de la
enfermedad en la zona. Sin embargo, al ser esta area una zona urbana que basa
su actividad economica en la agricultura y pecuaria en sus alrededores, es posible
que tanto roedores como humanos tengan otras fuentes de infecciébn no
contempladas en este estudio.

Se obtuvieron dos aislados patégenos provenientes de roedor, ambos compatibles
por alineamiento con L. interrogans (NR.074481.1), estos roedores se capturaron
en el ambiente 3 y 4, zonas con mayor posibilidad de contacto roedor-humano por
condiciones habitacionales del area, demostrando el peligroso papel que pueden
jugar estos roedores en la transmisién de la bacteria, puesto que estos tienen
contacto con aguas y posibilidad de ingresar a las viviendas, como se puede
comprobar con el caso de mortalidad del estudio. Encontrar este serovar en estos
roedores, puede indicar y corroborar que a esta zona ingresan cepas de otro
origen animal; pero también puede indicar una alta circulacion de especies y
serovares en la zona, aumentando la necesidad de realizar un estudio
epidemioldgico en donde se contemplen mayores factores de riesgo y fuentes de
infeccion entre los que se pueden inferir la circulacion de fauna silvestre y de
murciélagos reconocidos agentes transmisores de leptospiras en otras regiones
geograficas como la amazonia peruana (42).



En fuentes hidricas de la zona se aislaron tres cepas compatibles con las especies
saprofitas L. meyeri (AY631892.1) Sin embargo, existen serovares de L. meyeri
considerados serovares patdégenos (48) y 2 cepas compatibles con las especies
intermedias L. broomii (AY792329.1) y L. inadai (AY631891.1), evidenciando el
papel del agua en la trasmision, las demas especies de Leptospira pueden
permanecer en agua hasta por 343 dias en condiciones ideales (5). L. inadai y L.
broomii ha sido reportada como causante de enfermedad en humanos y animales
(44,45), donde L. inadai ha sido aislada de roedores de la especie R. Rattus,
perros, cabras, bufalos y humanos en otros paises y L. broomii de humanos con la
enfermedad (45,50-55), esta situacion hace inferir que el agua esta contaminada
o ha sido posiblemente contaminada con la bacteria de origen ya sea de roedor o
de especies animales diferentes. El hallazgo de estas dos especies reafirma que
existen otras fuentes de infeccion y la gravedad que hay en la region al tenerlas en
el agua comun, que puede ser manipulada por cualquiera de los habitantes del
barrio. Los cafos al no ser canalizados favorecen el contacto de los animales y
humanos con el agua. Esta situacion se agrava al saber que el municipio de
Turbo es una zona con riesgo de inundaciébn constante y con reporte de
inundaciones en el afio 2010 y 2011 (56). Estos cafios pueden aumentar su
tamafio y caudal inundando zonas periféricas, que en el caso del barrio seria los
ambientes 3 y 4 en donde se detectd mayor presencia de anticuerpos y de
infestacion de roedores.

Se encontrd un patron espacial entre los resultados obtenidos en el estudio,
demostrando que la presencia de anticuerpos y los aislamientos, se encuentran
relacionadas con zonas de bajas condiciones habitacionales que facilitan la
presencia de roedores. Estos factores de riesgo han sido evidenciados también en
zonas urbanas de Brasil y Pera (11,33,34,38).

En conclusién, los resultados del trabajo permiten concluir que en el Barrio Buenos
Aires se presenta la asociacion epidemiolégica entre
roedores/leptospira/ambiente, con indicadores altos de la presencia de la infeccién
y la posibilidad de poseer otras fuentes para humanos y animales. Lo anterior
justifica emprender estudios complementarios que permitan definir el fenédmeno
epidemioldgico con mas exactitud en la zona, buscando otros tipos de serovares y
aislamientos de la bacteria e incrementando la blisqueda de posibles fuentes de
infeccion y factores de riesgo. El estudio permite también sugerir una accion de
intervencion en los cafos para la eliminacion de la bacteria, control eficaz de
roedores y manejo adecuado con fuertes mensajes educativos hacia la poblaciéon
para el manejo de basuras y residuos en la zona.
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